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摘要 
为了建立在姜黄素诱导肿瘤细胞凋亡过程中以 Nucleophosmin为中心的分子
调控网络，阐明 Nucleophosmin的表达和定位变化在肿瘤细胞诱导凋亡过程中的
调控作用机制，本论文在成功制备 Nucleophosmin兔多克隆抗体的基础上，运用
Western blot和免疫荧光标记技术（IF）分析 Nucleophosmin在姜黄素诱导凋亡前
后的人肝癌 SMMC-7721 细胞中的表达和定位变化，同时构建带有 Flag 标签的
正常定位（pBobi-cmv-NPM）以及核仁定位信号突变（pBobi-cmv-NPM-Nols）的
Nucleophosmin表达载体，结合免疫共沉淀（Co-IP）、免疫亲和纯化和液相色谱-
串联质谱联用技术（LC-MS/MS）进行 Nucleophosmin相互作用蛋白质组学分析
并构建其相互作用蛋白网络，进一步通过 MTT、Transwell、划痕实验分析
Nucleophosmin核仁定位突变对 SMMC-7721细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响，
并继续利用 IF、Co-IP和Western blot技术验证 Nucleophosmin与相关蛋白的共
定位和相互作用关系及其表达变化。 
实验结果显示，在姜黄素（50μmol/L）诱导 SMMC-7721细胞凋亡的过程中，
Nucleophosmin的表达水平下调，并且发生了从核仁到核质和胞质的转位变化。
Nucleophosmin相互作用蛋白主要参与了核糖体生物合成、细胞周期调控、细胞
骨架和细胞连接等生物过程以及相关信号通路。与对照组相比，姜黄素处理细胞
中 Nucleophosmin相互作用蛋白更多的表现出对细胞周期的负向调控，而定位突
变后 Nucleophosmin 相互作用蛋白较正常定位组功能更加单一。转染
pBobi-cmv-NPM-Nols的 SMMC-7721细胞在增殖、迁移和侵袭能力方面也比转染
pBobi-cmv-NPM 的细胞弱。随后的 IF 和 Co-IP 实验证实 Nucleophosmin 与
NSUN2、14-3-3ε、Nucleolin以及 PRDX2存在共定位和相互作用关系，Western blot 
结果表明这些蛋白均发生了显著的表达变化。 
我们的研究表明 Nucleophosmin的相互作用蛋白及其核仁定位对细胞命运有
着决定性影响。这为更深入研究 Nucleophosmin复杂的调控机制指明了方向，而
对 Nucleophosmin 在细胞癌变与凋亡过程中调控功能的探究还将为以
Nucleophosmin为靶向蛋白的抗肿瘤治疗提供更充分的科学指导与理论依据。 
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ABSTRACT 
We want to establish Nucleophosmin-centered molecular regulation network 
during curcumin-induced apoptosis of tumor cells, and then illuminating the 
regulatory function of altered Nucleophosmin expression and localization during 
induced apoptosis of tumor cells. On the basis of preparing anti-Nucleophosmin rabbit 
polyclonal antibody successfully, this paper analyzed the altered expression and 
localization of Nucleophosmin in curcumin-induced apoptosis of human 
hepatocarcinoma cell line SMMC-7721 by using Western blot and immunofluorescent 
labeling technology. Simultaneously, vectors which expressing 
normal(pBobi-cmv-NPM) and Nols-mutated(pBobi-cmv-NPM-Nols) Nucleophosmin 
were constructed. By combined use of Co-Immunoprecipitation(Co-IP) or 
immuno-affinity purification with Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
technology(LC-MS/MS), we performed an interactome analysis towards 
Nucleophosmin and constructed its interacting protein networks. Further experiment 
works detected the effect of nucleolus-location loss on proliferation, migration and 
invasion abilities of SMMC-7721 cells accomplished with the application of 
MTT ,Transwell and Wound Healing. Again by using IF and Co-IP we verified the 
co-localization and interaction relationships between Nucleophosmin with related 
proteins and also their expression levels by means of Western blot.  
The experiment results demonstrated that during apoptosis of SMMC-7721 cells 
induced by 50μmol/L curcumin, the expression level of Nucleophosmin was 
down-regulated, and it shuttled from nucleolus to nucleoplasm and cytoplasm. 
Nucleophosmin interacting proteins mainly participated in the ribosome biosynthesis, 
cell cycle regulation, cytoskeleton, cell junctions and some related signal pathways. 
Compared with control group, Nucleophosmin interacting proteins in 
curcumin-treated cells was more likely to negatively regulate the cell cycle. While the 
interacting proteins in Nols-mutation group showed rather single functions when 
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compared with normal localization group. The proliferation, migration and invasion 
abilities of SMMC-7721 cells transfected with pBobi-cmv-NPM-Nols were much 
weaker than cells transfected with pBobi-cmv-NPM. Subsequent IF and Co-IP 
experiments confirmed the co-localization and interaction between Nucleophosmin 
with NSUN2, 14-3-3E, Nucleolin and PRDX2. The expression levels of all these 
proteins were significantly changed after treatment with curcumin. 
Our results indicate that interacting proteins of Nucleophosmin and its nucleolus 
location play a deterministic role on cell fatal. This opens up a new prospect for 
studying the complicated regulatory mechanism of Nucleophosmin. Meanwhile, 
exploring the regulatory function of Nucleophosmin in cell carcinogenesis and 
apoptosis will provide more sufficient scientific guidance and theoretical basis for 
anti-tumor therapy targeting Nucleophosmin. 
Key Words: Nucleophosmin; apoptosis; nucleolus location; interaction 
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前言 
1 细胞凋亡与肿瘤细胞凋亡调控机理研究 
1.1细胞凋亡与肿瘤细胞诱导凋亡研究的机理与实践意义 
细胞凋亡（apoptosis）由 KerrJF教授根据形态学特征于 1972年首次提出，
是一种主动的、程序性的由基因控制的细胞自主性死亡方式，又称为细胞程序性
死亡（programmed cell death，PCD）[1]，是由机体内外因素触发细胞内预存的死
亡程序而导致细胞死亡的过程。细胞凋亡往往伴随着一系列变化[2]，外在变化主
要表现为细胞形态上的变化，是多阶段的，首先出现的是细胞体积缩小，连接消
失，与周围的细胞脱离。然后是细胞质密度增加，线粒体膜电位消失，通透性改
变，释放细胞色素 C到胞浆，核质浓缩，核膜核仁破碎，DNA降解为片段；胞
膜有小泡状形成，最终可将凋亡细胞遗骸分割包裹为几个凋亡小体。而内在变化，
细胞凋亡则是一个主动过程，涉及一系列基因的激活、表达以及调控等作用[3]。
生物机体除了自发性凋亡外，还存在如氧化应激、辐射、药物作用等引起的诱导
凋亡。细胞凋亡是有选择性的自我消亡过程，这种淘汰机制的存在是保证生命进
化顺利进行的基础，也是生物适应环境的需要，使各种细胞的生存时限达到平
衡。 如果细胞凋亡出现异常，就会导致机体发育异常，引发各种疾病。因此，
研究揭示凋亡调控机理，寻找诱导凋亡的关键药物，构建凋亡发生发展过程中重
要节点蛋白相互作用网络，对于我们研究相关疾病的控制手段、寻找药物作用靶
点等至关重要。 
肿瘤细胞也是特殊的永生性化细胞，肿瘤的发生发展不仅与细胞的异常增殖
和分化有关，更与细胞凋亡异常密切相关。凋亡是体内细胞平衡的一个关键要素，
通过消除不健康的细胞而达到平衡[4]。通过大量研究证实，肿瘤细胞的无限生长
是肿瘤细胞的凋亡受到抑制的结果。当促凋亡基因活性受抑制或抗凋亡基因被激
活，细胞不能凋亡而长期存活，若癌基因高表达或抑癌基因受抑制，最终可能导
致细胞癌变和肿瘤形成[5]。传统的肿瘤治疗方法包括手术、化疗、放疗、药物治
疗等，但是由于价格昂贵、副作用强、复发率高等原因，效果不甚理想。因此，
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通过运用生物技术，寻找凋亡诱导物，有针对性地特异性的诱发特定肿瘤细胞，
促进其凋亡成为目前肿瘤治疗中最安全有效的途径[6]。通过细胞生物学、蛋白质
组学等手段来研究肿瘤细胞中关键节点蛋白在诱导凋亡前后的表达、转位以及相
互作用蛋白网络的改变，进而对肿瘤细胞增殖、分化、凋亡产生何种影响，是目
前研究的重点。因此构建肿瘤细胞诱导凋亡节点蛋白相互作用网络，对于我们揭
示肿瘤调控机制意义深远，也能为临床寻找肿瘤治疗新靶点提供重要突破口。 
1.2细胞凋亡与肿瘤细胞诱导凋亡机理研究现状 
从上世纪 90年代起，细胞凋亡开始越来越受到人们的关注。2002年，Sydney 
Brenner， John E Sulston 和 H. Robert Horvitz 三人因用秀丽隐杆线虫
(Caenorhabditis elegans, C. elegans)作为动物模型，发现了器官发育的基因调控和
细胞的程序性死亡而获得当年的诺贝尔生理学和医学奖。2015年施一公[7]等揭示
了黑腹果蝇完整凋亡体的三维结构，为理解其功能提供了重要线索。时至今日，
细胞凋亡的理论和技术已经日臻成熟，人们对细胞凋亡的机理研究也越来越深
入。 
发生细胞凋亡时，常常多种途径并存，内源性凋亡因素与外源性凋亡因素，
各种不同的内、外刺激经相应受体激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶家族(称为 
caspases)，通过效应分子相互作用引起 caspase 家族的级联反应，降解各种细胞
内底物，促成细胞凋亡[8-12]。内源性因素包括重要激素和调控蛋白，如糖皮质激
素、肿瘤坏死因子、生长因子等；外源性因素包括生物性因素（细菌、病毒等）、
物理性因素（辐射、放射、缺氧等）、化学性因素（秋水仙素、放线菌素、顺铂
等）的调控[13]。针对凋亡机制的研究主要集中在以下几个方面：凋亡发生的分
子机制、信号通路、相关基因表达和调控机制及其关键蛋白调控的研究等。目前
关于凋亡发生有多重分子机制，主要有死亡受体、线粒体、内质网三条主要途径，
与其它调控分子相互联系，共同对细胞凋亡进行调控[14, 15]。 
1）死亡受体途径：又称外源性途径。是指细胞膜表面的某些蛋白能与携带
凋亡信号的专一配基结合，并迅速将凋亡信号转导至细胞内而诱导细胞凋亡[16]。
细胞表面的死亡受体（Death receptors）是一类受体超家族，属于肿瘤坏死因子
受体（TNFR）家族的跨膜蛋白，目前研究比较清楚的是 Fas/FasL 通路。Fas 具
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